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1.  RESUMEN  
El   gen   pelado   se   ha   identificado   en   los   organismos   invertebrados  
Drosophila   melanogaster   y   Caenorhabditis   elegans;;   se   encuentra   conservado  
hasta  mamíferos   superiores   como   humanos.   Estudios   funcionales   realizados   en  
ambos  invertebrados  mediante  el  knockout  del  gen,  han  reportado  que  su  función  
estaría   relacionada   al   proceso   de   neurogénesis  En  C.elegans,   se   ha   observado  
que  su  falta  de  función  afecta  el  correcto  proceso  de  neurogénesis,  lo  cual  también  
se   ha   observado   en   D.   melanogaster.   Con   el   objetivo   de   hacer   extensiva   la  
caracterización   de   este   gen   a   organismos   vertebrados,   un   trabajo   previo   a   esta  
tesis,  evaluó  la  posible  función  de  pelado  en  el  proceso  de  neurogénesis  del  pez  
cebra.  Para  ello,  utilizó  como  modelo  la  línea  lateral  y  se  determinó  que  la  falta  de  
función   de   pelado   no   afecta   el   proceso   de   neurogénesis   en   la   línea   lateral,   sin  
embargo,  provoca  defectos  en  su  formación.    
Esta   tesis   propuso   dilucidar   la   función   del   gen   pelado   sobre   el   primordio  
migratorio   del   pez   cebra,   estructura   encargada   de   dar   origen   a   la   línea   lateral  
posterior.   Para   caracterizar   la   función   de   este   gen,   utilizamos   morfolinos  
antisentidos   en   embriones   silvestres   y   en   líneas   transgénicas   que   presentan  
marcado  con  fluorescencia   las  diferentes  estructuras  de   la   línea   lateral.  Nuestros  
resultados  muestran  que  pelado  se  expresa  desde  0hpf  hasta  estadios   larvarios,  
en   particular   en   el   cerebro,   tubo   neural   ventral   y   notocorda.   El   knockdown   de  
pelado,  genera  una  disminución  del  tamaño  del  primordio  migratorio,  dado  por  una  
disminución   de   la   proliferación   celular   y   un   aumento   de   la  muerte   celular   en   la  
misma  estructura.  Sin  embargo,  el  fenotipo  del  knockdown  de  pelado  es  reversible  
al  bloquear  la  actividad  de  p53.  De  esta  forma,  el  fenotipo  de  la  falta  de  función  de  
pelado   mediante   la   microinyección   de   morfolinos,   puede   estar   modulando   la  
muerte   celular   a   través   de   p53   o   bien,   ser   inespecífico.   En   el   último   caso,   ésta  
tesis   sería   el   primer   trabajo   que   demostraría   que   el   uso   de   morfolinos   podría  
inducir  la  activación  de  p53  de  forma  gradual,  haciéndolo  un  excelente  modelo  de  
evaluación   pre-­eliminar   de   morfolinos   que   no   alcanzan   el   umbral   suficiente   de  
activación  de  p53  que  genere  defectos  cráneo-­faciales,  pero  que  si  activarían  de  
forma  inespecífica  la  muerte  celular  en  menor  medida.    
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2.  ABSTRACT  
The  pelado  gene  has  been  identified  in  both,  Drosophila  melanogaster  and  
Caenorhabditis  elegans;;  it  is  conserved  until  human.  Functional  studies  performed  
on   both   invertebrates   through   gene   knockout   have   reported   that   their   function  
would  be  related  to  neurogenesis.  In  D.  melanogaster,  the  knockout  result  present  
structural   defects   in   the   photoreceptors   that   form   the   eye,   and   in   C.   elegans,  
problems   in   the   growth   and   migration   of   the   axons   of   their   motor   neurons   are  
observed.   Aiming   to   extend   the   characterization   of   this   gene   to   vertebrate  
organisms,   a  work  prior   to   this   thesis,   evaluated   the  possible  pelado   function  on  
the   neurogenesis   of   Danio   rerio   (zebrafish).   For   this,   the   lateral   line  
(mechanosensory   organ)   was   used   as   model   and   it   was   determined   that   the  
knockdown  of  pelado  does  not  affect  the  neurogenesis  process  in  the  lateral   line,  
however,  causes  defects  on  it’s  formation.  
This   thesis   proposed   to   elucidate   the   function   of   pelado   gene   over   the  
migratory   primordium   in   zebrafish,   structure   responsible   of   the   formation   of   the  
posterior  lateral  line.  To  characterize  the  function  of  this  gene,  we  used  antisense  
morpholinos  in  wild  embryos  and  in  transgenic   lines  that  fluorescently   labeled  the  
different   structures   of   the   lateral   line   (primordium   and   neuromasts).   Our   results  
show  that  pelado  is  expressed  from  0hpf  to  larval  stages,  particularly  in  the  brain,  
ventral  neural  tube  and  notochord.  The  knockdown  of  pelado,  generates  a  smaller  
migratory   primordium,   given   by   a   diminution   of   the   cellular   proliferation   and   an  
increase   of   the   cellular   death   in   the   same   structure.   However,   the   knockdow  
phenotype  of  pelado  is  reversible  by  blocking  p53  activity.  Thus,  the  phenotype  of  
the   knockdown   of   pelado   through   the   microinjection   of   morpholino,   may   be   an  
artifact   associated   with   the   technique,   or   pelado   indeed   modulates   cell   death  
through   p53.   In   the   latter   case,   this   thesis   would   be   the   first   work   that   would  
demonstrate   that   the   use   of   morpholinos   could   induce   the   activation   of   p53  
gradually,   making   it   an   excellent   model   of   pre-­elimination   evaluation   of  
morpholinos   that   do   not   reach   the   sufficient   threshold   of   activation   of   p53   that  
produces  craniofacial  defects,  but  could  activate  nonspecific  cell  death  to  a  lesser  
extent.  
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3.  INTRODUCCIÓN  
3.1.  Pelado  
El   gen   pelado   (CG34401;;   http://flybase.org/reports/FBgn0085430.html)  
codifica   para   un   transcrito   de   13.753   pb.   Asimismo,   la   proteína   codificada,   de  
2.102   aminoácidos,   presenta   dos   dominios   característicos:   el   dominio   Formin  
Homology-­2   (FH2)   y   dominio   SWIM.   El   dominio   FH2   se   encuentra   presente   en  
muchas   proteínas   que   son   requeridas   en   procesos   dependientes   del  
citoesqueleto,   tales   como   la   polaridad   celular,   la   morfogénesis   y   la   citocinesis  
(Paul  &  Pollard,  2009;;  Rouillier  et  al.,  2008;;  Xu  et  al.,  2004).  Antecedentes  previos  
indican  que  el  dominio  FH2  promueve  el  crecimiento  de   los  filamentos  de  actina,  
catalizando   la   nucleación   de   sus   cadenas   (Paul   &   Pollard,   2009).   A   su   vez,   las  
proteínas   que   presentan   el   dominio   FH2   inducen   la   formación   de   filamentos   de  
actina  no  ramificados,  en  contraste  con  los  filamentos  de  actina  ramificados  que  se  
generan  gracias  al  complejo  Arp  2/3  (Rouillier  et  al.,  2008).    
Por   otra   parte,   el   dominio   SWIM   es   del   tipo   Zinc   finger   (Znf)   y   recibe   su  
nombre   de   SWI2/SNF2   and   MuDR   transposases   (Makarova   et   al.,   2002).  
Proteínas   con   dominio   SWIM   están   presentes   en   una   variedad   de   organismos,  
tanto   procariontes   como   eucariontes.   Ejemplos   de   éstas   son   las   proteínas  
Mitógeno  Activadas  Quinasa  Quinasa  1  (MEKK-­1),  que  interactúan  con  proteínas  
del  citoesqueleto  como  α-­actina  (Bonvin  et  al.,  2002).  Se  presume  que  su  función  
está  relacionada  a  la  unión  a  ADN  e  interacción  proteína-­proteína,  sin  embargo,  no  
existen  mayores  antecedentes  al  respecto  (Makarova  et  al.,  2002).  
La   realización   de   un   análisis   in   sílico   permitió   determinar   que   pelado   se  
encuentra  conservado  desde   invertebrados  a  vertebrados,   incluyendo  mamíferos  
(Figura  1,  Tabla  1).  Todos   los  ortólogos  de  este  gen  son  miembros  de   la   familia  
ZSWIM8  o  SWIM_Znf  8  (Zinc  finger  Swim  domain  containing  8).    
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Figura   1:   Representación   gráfica   de   la   distancia   evolutiva   de   los   diferentes   ortólogos   de  
Pelado.   Árbol   filogenético   construido   a   partir   del   alineamiento   múltiple   de   las   secuencia  
aminoacídicas  de  12  de  los  84  ortólogos  predichos  para  Pelado/EBAX-­1  por  Ensemble.  Generado  
a  través  de  Clustal  Omega  (McWilliam  et  al.,  2013).  
  
Tabla   1:   Comparación   de   la   secuencia   aminoacídica   de   Pelado   respecto   a   12   de   sus   84  
ortólogos.    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
3.2.  Ortólogo  de  Pelado  en  C.  elegans:  EBAX-­1    
EBAX-­1  (Elongin  BC-­Binding  AXon  regulator-­1,  secuencia  R09E10.7),  nombre  con  
el  cual  se  describió  el  ortólogo  de  Pelado  en  C.elegans,     pertenece  a  una  familia  
de   proteínas   BC-­box,   la   cual   se   encuentra   conservada   desde   organismos  
invertebrados   a  mamíferos   (Wang  et   al.,   2013).      Esta   familia   se   caracteriza   por  
presentar   dos   dominios   en   su   extremo   N-­terminal:   un   BC-­Box   seguido   por   un  
Cul2-­box  (Mahrour  et  al.,  2008)  y  al   igual  que  Drosophila  melanogaster,  presenta  
un  dominio  SWIM  (Makarova  et  al.,  2002;;  Wang  et  al.,  2013).  Al  evaluar  el  patrón  
de   expresión   de   proteína,   se      determinó   que   EBAX-­1   presenta   una   expresión  
dinámica  durante  el  desarrollo  embrionario  y  larval,  encontrándose  enriquecida  en  
Especie   %  Identidad   %  Cobertura  
Caenorhabditis  elegans   19%   82%  
Danio  rerio   30%   78%  
Gallus  gallus   32%   82%  
Xenopus  tropicalis   32%   82%  
Bos  taurus   34%   84%  
Mus  musculus   34%   84%  
Rattus  norvegicus   34%   85%  
Macaca  mulatta   30%   83%  
Homo  sapiens   33%   83%  
Pan  troglodytes   33%   83%  
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el   sistema   nervioso   (Figura   2).   Al   estadio   de   desarrollo   L4,   EBAX-­1::GFP,   fue  
detectada   en   el   anillo   nervioso,   el   cordón   nervioso   central,   motoneuronas   y  
algunas   neuronas   aisladas   de   la   cola   (Figura   2   B).   EBAX-­1   también  mostró   un  
patrón   puntiforme  en  el   citoplasma  de  algunas   neuronas   individuales,   lo   cual   se  
replicó   en   el   soma   y   axón   de   neuronas   mecanosensoriales   y   motoneuronas  
GABAéricas  (Wang  et  al.,  2013).    
  
  
Figura  2.  EBAX-­1  se  expresa  en  el  citoplasma  de  células  que  conforman  el  sistema  nervioso  
en  C.   elegans.   (A-­B)   Imagen   lateral   de   una   larva   estadio   L4   de  C.elegans.   A)   campo   claro,   se  
observa  a  la  izquierda  la  cola  y  a  la  derecha  la  cabeza.  B)  EBAX-­1:GFP,  es  posible  ver  la  expresión  
de  GFP  en  unas  pocas  neuronas  de   la  médula   ventral.   La   caja   roja  muestra   una  magnificación.  
Escalas:  10μm  y  2  μm.  Figura  adaptada  de  Wang  et  al.,  2013.  
  
  
Se  ha  demostrado  que  mutaciones  en  homocigosis  de  ebax-­1   (ju699)  son  
viables,   y  generan  organismos  de  apariencia  normal   (Figura  2  A).  A  pesar  de   lo  
anterior,  los  mutantes  presentan  dificultades  para  su  movilización,  una  defectuosa  
postura  de  huevos  y  apareamiento  (Wang  et  al.,  2013).  Considerando  que  ebax-­1  
se   encuentra   enriquecido   en   el   sistema  nervioso,  Wang  &   colaboradores   (2013)  
evaluaron  el  rol  de  ebax-­1  en  el  desarrollo  de  dicho  tejido.  Para  ello,  observaron  la  
morfología  de   las  motoneuronas,  encargadas  de  controlar  el  proceso  de  postura  
de   huevos   y   apareamiento.   Las   motoneuronas   silvestres   fueron   capaces   de  
desarrollarse  de  forma  normal  (Figura  3  A),  sin  embargo,  las  mutantes  mostraron  
A
B
Motoneuronas Cordón%Nervioso%Central Anillo% neural
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defectos  en  el  crecimiento  y  migración  de  los  axones  (Figura  3  B-­D).  Este  defecto  
que   se   ve   revertido   al   sobre-­expresar   ebax-­1   en   los   mutantes,   lo   que   permite  
sugerir  que  ebax-­1  esta  involucrado  en  la  precisión  del  crecimiento  y  desarrollo  de  
los  axones  (Wang  et  al.,  2013).    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  3.  La  ausencia  de  EBAX-­1  origina  problemas  de  guía  axonal  en  C.  elegans.  A  partir  de  
la   fase   de   desarrollo   L2,   el   axón  migra   ventralmente   y   luego   se   extiende   a   lo   largo   del   cordón  
nervioso   ventral.   En   el   estadio   de   desarrollo   L4,   el   axón   forma   sinapsis   con   motoneuronas   y  
músculos  de  la  vulva.  B-­D,  Diferentes  fenotipos  asociados  a  los  mutantes  de  Ebax-­1.  En  A,  el  axón  
de  un  organismo  silvestre.  En  B-­D,  el  axón  de  mutantes  de  ebax-­1.  Es  posible  observar  defectos  
en  su  orientación,   incluyendo  el   (C)  crecimiento  paralelo  o   (D)  sin  dirección.   (B)  También  existen  
axones  que  son  capaces  de   llegar  al  cordón  nervioso  ventral,  no  así  a   los  músculos  de   la  vulva.  
Escala:  5  μm.    Figura  adaptada  de  Wang  et  al.,  2013.    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
D
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3.3.  Función  de  Pelado  en  Drosophila  melanogaster.  
Ensayos  funcionales  de  pelado  en  Drosophila,  indican  que  una  mutación  en  
homocigosis  es  letal,  por  lo  que  todos  los  estudios  han  sido  realizados  en  moscas  
mutantes   heterocigotas.   Éstas   moscas   presentan   áreas   en   sus   alas,   donde   la  
mutación  es  homocigota  (parches  homocigotos)  (Dr.  Alvaro  Glavic,  comunicación  
personal),  las  que    se  caracterizan  por  la  ausencia  de  pelos  (Figura  4).    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  4.  Fenotipo  mutante  de  pelado   en  el  ala  de  Drosophila  melanogaster.  A)  Ala  de  una  
mosca   heterocigota   para   la   mutación,   a   la   cual   se   le   indujo   un   evento   de   recombinación,  
generando  parches  mutantes  homocigotos   (delimitados  en  azul).  En  dichas  zonas,  se  observa   la  
ausencia  de  pelos  en  la  cara  dorsal.  B)  magnificación  del  parche  demarcado  en  A.  Resultados  del  
Dr.  Álvaro  Glavic,  comunicación  personal.  
  
Al  evaluar  otra  zona  de  las  moscas  heterocigotas,  fue  posible  observar  que  
en   el   ojo,   los   omatidios   pierden   su   organización   (Figura   3   A-­D).   Los   omatidios  
corresponden   a   fotorreceptores   que   conforman   el   ojo   de   Drosophila   y   otros  
insectos  (Cagan  &  Ready,  1989).  Sumado  a  la  pérdida  estructural  (Figura  5  A-­B),  
los   omatidios   también   alteran   su   polaridad   alcanzando   incluso   la   pérdida   de   la  
estructura  en  su  totalidad  (Figura  5  C-­D).    
  
  
  
A                                                                                                                        B  
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Figura  5.  Fenotipo  mutante  de  pelado  en  el  
ojo   de   Drosophila.   En   A   (silvestre)   y   en   B  
(mutante)   se   observan   los   omatidios  
(fotorreceptores)   que   componen   el   ojo   de   la  
mosca.  Es  posible  apreciar  que  en  el  mutante,  
los   omatidios   ven   alterada   su   organización.  
En  C  (silvestre)  y  D  (mutante)  se  esquematiza  
la   polaridad   que   presentan   los   omatidios  
descritos  en  A  y  en  B  respectivamente.  En  C  
existe   un   patrón   de   polaridad,   donde   flechas  
negras  y  rojas  van  en  dirección  al  ecuador  del  
ojo.  En  D,   los  omatidios  pierden   la  polaridad,  
además   algunos   de   los   omatidios  
simplemente   están   ausentes   (círculos   rojos).  
Resultados   del   Dr.   Álvaro   Glavic,  
comunicación  personal.  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
3.4.  Función  de  Pelado  en  vertebrados  
Actualmente   no   existen   antecedentes   de   la   función   de   este   gen   en  
vertebrados.  Se  sabe  que  esta  presente  en  el  genoma  del  pez  cebra  (Danio  rerio)  
y  que  presenta  una  identidad  que  alcanza  el  30%  (Tabla  1).  Este  gen  codifica  para  
un  transcrito  de  7250  pb  y  una  proteína  de  1912  aminoácidos.  A  diferencia  de  los  
ortólogos   en   invertebrados,   en   pez   cebra   solo   presenta   predicho   el   dominio  
proteico  Znf_Swim.  
Dado   que   tanto   los   antecedentes   existentes   en  D.  melanogaster   y   en  C.  
elegans  sugieren  que  pelado  está  involucrado  en  el  proceso  de  neurogénesis,  en  
un  trabajo  previo  a  esta  tesis  se  evaluó  la  posible  participación  de  pelado  en  dicho  
proceso  en  pez  cebra,  utilizando  como  modelo:  la  línea  lateral  (LL).    
  
  
A                                                                                      B  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
C                                                                                      D  
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3.5.  La  Línea  Lateral    
Es  un  sistema  mecanosensorial  presente  en  peces  y  anfibios  (Stone,  1933;;  
Gompel   et   al.,   2001)   cuya   función   está   relacionada   a   la   detección   de   los  
movimientos   del   agua,   además   de   otros   comportamientos   como   la   evasión   de  
predadores,  el  nado  en  cardúmenes  y  cortejo  sexual  (Coombs  et  al.,  1989).  Es por 
estas características que se ha propuesto a la línea lateral como el sistema 
ancestral del sistema auditivo de mamíferos (Dambly-Chaudiére et al., 2003). Este  
sistema   esta   compuesto   por   órganos   mecanosensoriales   individuales  
denominados  neuromastos,  los  que  se  distribuyen  de  manera  periódica  en  lugares  
específicos  de   la   cabeza   formando   la   línea   lateral  anterior   (LLa)   y  a   lo   largo  del  
mioceptum   horizontal   ubicado   en   la   cola   del   pez,   denominado   línea   lateral  
posterior   (LLp)   (Figura   6   A).   A   su   vez,   cada   neuromasto   está   compuesto   por  
diferentes   tipos   celulares,   como   son   las   células   del  manto,   células   de   soporte   y  
células  ciliadas  (Figura  6  B)  (Ma  &  Raible,  2009).    
   La  LLp  se  forma  tras  la  delaminación  de  un  grupo  de  células  (alrededor  de  
100)   de   la   placoda   de   la   LL,   engrosamiento   epidérmico   ubicado   en   dirección  
caudal   a   la   vesícula   ótica.  Éstas   células   darán   origen   al   primordio   de   la   LLp,   el  
cual   a   20   hpf,   comenzará   a  migrar   a   través   del  mioseptum  horizontal   (Metcalfe,  
1985;;  Kimmel  et  al.,  1995)  (Figura  6  A;;  Figura  7  A).  Durante  éste  proceso  deposita  
grupos   de   células   llamadas   pro-­neuromastos,   que   luego   se   diferenciarán   a   tres  
tipos   celulares   (ciliadas,   del   manto   y   de   soporte)   formando   los   neuromastos  
propiamente  tal  (Figura  6  B).  El  primordio  termina  su  recorrido  aproximadamente  a  
42  hpf,  habiendo  depositado  entre  6  a  8  neuromastos  en  total  (Ma  &  Raible,  2009).  
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Figura  6.  Esquema  de  la  línea  lateral  posterior  y  el  neuromasto.  En  A,  se  esquematiza  la  línea  
lateral  primaria  de  una  larva  de  3  días  post  fertilización.  En  un  círculo  rojo  se  representa  el  ganglio  
de  la  LLp,  en  azul,   los  8  neuromastos  (L1  a  L8)  alineados  en  el  mioseptum  horizontal  de  la  larva,  
siendo  cada  uno  inervado  por  el  nervio  de  la  LLp  (en  rojo).  En  B,  un  esquema  del  neuromasto  y  los  
distintos   tipos   celulares:   células   del   manto,   soporte   y   ciliadas,   junto   con   las   proyecciones  
neuronales  que   inervan  a  éstas  últimas  dándoles   su   funcionalidad.  Esquema  adaptado  de  Ma  &  
Raible,  2009.      
  
La   migración   del   primordio   de   la   LLp   está   comandada   por   la   expresión  
diferencial   de   dos   receptores   de   quimioquinas,   Cxcr4b   y   Cxcr7b,   junto   con   su  
ligando  Sdf-­1  (David  et  al.,  2002;;  Haas  &  Gilmour,  2006;;  Valentin  et  al.,  2007),  el  
que  se  expresa  a  lo  largo  del  mioseptum  horizontal  (Figura  7  A).  A  su  vez,  se  ha  
demostrado   que   para   que   el   primordio   deposite   periódicamente   los   pro-­
neuromastos,  es   fundamental   la  presencia  de  esta  polaridad,  determinada  por   la  
acción  de  dos  vías  de  señalización  antagónicas:   la  vía  de  Fgf,  que  promueve  un  
estado   diferenciado   y   el   depósito   regular   de   los   pro-­neuromastos   (Aman   &  
Piotrowski,   2008;;   Lecaudey   et   al.   2008;;   Nechiporuk   &   Raible,   2008)   y   la   vía  
canónica  de  Wnt,  que  promueve  la  secreción  de  efectores  de  la  vía  Fgf.  De  esta  
forma  se  genera  un  sistema  Wnt-­dependiente  de  señalización  Fgf,  el  cual  coordina  
el   establecimiento   y   depósito   de   nuevos   pro-­   neuromastos   (Aman   &   Piotrowski,  
2008)  (Figura  7  B).  
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Figura   7.   Vías   de   señalización   antagónicas  presentes   en   el   PLLp.  En  A,   se   observan   la   vía  
asociada   a   la   migración   de   anterior   a   posterior,   comandada   por   la   presencia   del   receptor   de  
quimioquinas  Cxcr4b  en  el  borde  delantero  (Rojo)  y  de  Cxcr7b  en  el  borde  posterior  (Amarillo).  La  
migración   es   dirigida   por   la   presencia   del   ligando   de   Cxcr4b,   Sdf-­1a,   expresado   a   través   del  
mioseptum   horizontal.   B,   Las   vías   responsables   de   la   proliferación,   diferenciación   y   deposito   de  
pro-­neuromastos  están  a  cargo  de  los  morfógenos  Wnt  y  Fgf.  En  el  borde  delantero,  encontramos  
la  expresión  de  Wnt  (Verde),  que  comanda  la  expresión  de  Sef-­1  y   los   ligandos  de   la  vía  de  Fgf,  
Fgf3   y   Fgf10.  Hacia   posterior,   estos   ligandos,   comandan   la   expresión   del   efector   de   vía   de  Fgf,  
Dkk1,   que   es   un   potente   inhibidor   de   la   vía   de   Wnt,   restringiendola   exclusivamente   al   borde  
delantero  (Adaptado  de  Chitnis  et  al.,  2012).  
  
  
  
  
Antecedentes  sugieren  que  Lef-­1,  efector  de   la  vía  de  Wnt  canónica,   tiene  
un   rol   crucial   en   la   regulación   de   la   proliferación   celular   en   la   zona   anterior   del  
primordio   migratorio   (Valdivia   et   al.,   2011).   La   ausencia   de   Lef-­1,   lleva   a   la  
disminución   de   la   proliferación,   resultando   en   un   deposito   acelerado   de  
neuromastos   y   el   colapso   del   primordio   antes   de   haber   terminado   de   migrar.  
Finalmente,  para  que  el  sistema  de  la  LLp  sea  funcional,  es  fundamental  que  éste  
sea   inervado   por   neuronas   sensoriales   que   han   co-­migrado   con   el   primordio  
(Dambly-­Chaudiere  et  al.,  2003;;  Gilmour  et  al.,  2004),  estableciendo  contacto  con  
las   células   ciliadas   (Figura   6B).   A  medida   que   el   primordio   va   depositando   pro-­
Sdf1a
Cxcr4bCxcr7b
Vía-de-WntVía-de-Fgf
Migración
Proliferación-y-Diferenciación
Sef1Dkk1
Fgf3-
Fgf10
ProliferaciónDiferenciación-y-deposito
Sdf1a
A
B
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neuromastos,  éstos  van  siendo   inervados  por   los  axones.  A   las  54  hpf   todos   los  
pro-­neuromastos  se  han  diferenciado,  confiriendo  la  funcionalidad  a  la  línea  lateral  
(Gompel  et  al.,  2001).    
  
3.6.  Falta  de  función  de  pelado  en  pez  cebra.    
Mediante  ensayos  de   falta  de   función  utilizando  morfolino  para  pelado,  en  
embriones   transgénicos   SqET4   que   marcan   las   células   ciliadas   (Parinov   et   al.,  
2004),   se   analizó   la   presencia   de   éste   tipo   celular.      Se   observó,   que   el   número  
células   ciliadas   depositadas   disminuye   en   larvas   morfantes   respecto   al   control  
(Figura   8   C-­F).   Para   analizar   la   funcionalidad   de   éste   tipo   celular,   se   evaluó   la  
incorporación   de   la   tinción   vital   DiAsp   en   la   línea   transgénica   SqET20,   la   cual  
presenta  marca  en   las  células  de  soporte,  no  así  en   las  células  ciliadas.  De  esta  
forma,  solo  aquellas  células  ciliadas  funcionales,  capaces  de  transmitir  el  impulso  
nervioso,  serán  capaces  de  captar  la  tinción  vital  (Collazo  et  al.,  1994).  Se  observó  
que   a   pesar   de   que   el   número   de   células   ciliadas   es   menor,   todas   éstas   eran  
funcionales   (Figura   8   E-­F).   Estos   resultados   sugieren   que   si   bien   pelado   no  
participaría  en  el  proceso  de    neurogénesis  de  la  línea  lateral  posterior,  si  lo  haría  
en  su  formación.    
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Figura  8.  La  falta  de  función  de  pelado  afecta  el  número  de  neuromastos  depositados  de  la  
línea  lateral  posterior,  no  así  la  neurogénesis.  (A-­B)  Vista  lateral  de  larvas  controles  y  morfantes  
in   vivo,   no   se   observa   un   fenotipo   obvio   aparente.   (C-­F)   Vista   lateral   de   la   cola   de   una   larva  
transgénica   SqET4   (C,D),   que   marca   las   células   ciliadas   y   SqET20,   que   marca   las   células   del  
manto   e   interneuromásticas   (E,F).   Es   posible   observar,   que   a   pesar   de   que   el   primordio   migró  
hasta   el   extremo   distal   de   la   cola   (flecha   roja   en   F),   solo   3   neuromastos   fueron   depositados.  
Escala:  200  µm.  
  
  
Dado  nuestros  antecedentes,  que  sugieren  una  nueva  función  de  pelado      y  
a   las  ventajas  técnicas  asociadas  al  estudio  de   la   línea  lateral  en  pez  cebra,  nos  
planteamos  como  objetivo  de  estudio,  dilucidar  la  función  que  ejerce  el  gen  pelado  
sobre  el  primordio  migratorio,  estructura  encargada  de  dar  origen  a  la  línea  lateral  
posterior.  
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3.7.  HIPÓTESIS  
  
“El   gen   pelado   participa   en   la   regulación   del   número   de   pro-­neuromastos  
depositados”.  
  
  
  
4.  OBJETIVOS  
  
4.1  OBJETIVO  GENERAL  
Caracterizar   la   función   del   gen   pelado   durante   la   migración   del   primordio   y   el  
deposito  de  pro-­neuromastos  en  la  línea  lateral  posterior  del  pez  cebra.  
  
  
4.2  OBJETIVOS  ESPECIFICOS  
i.  Determinar  el  patrón  de  expresión  de  pelado  durante  el  desarrollo  embrionario  y  
larval  de  pez  cebra.  
ii.   Analizar   el   efecto   de   la   falta   de   función   del   gen   pelado   sobre   el   primordio  
migratorio.  
iii.  Analizar  el  efecto  de  la  falta  de  función  del  gen  pelado  sobre  el  deposito  de  pro-­
neuromastos.  
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5.  MATERIALES  Y  MÉTODOS  
5.1.  Líneas  de  peces  y  obtención  de  embriones  
Los  peces  silvestres  y  transgénicos  se  mantuvieron  en  un  sistema  de  acuarios  con  
recircularización  de  agua  Z-­hab  system   (Pentair),  con  un   fotoperiodo  de  14  h  de  
luz   y   10   h   de   oscuridad   de   acuerdo   a   las   recomendaciones   descritas   por  
Westerfield  (1994).  Los  embriones  se  obtuvieron  por  cruza  natural  y  mantuvieron  
en   placas   Petri   a   28ºC   en  medio   E3   (NaCl   5mM,   KCl   0,17mM,   CaCl2   0,33mM,  
MgSO4   0,33mM).   Para   el   desarrollo   de   ésta   tesis,   se   utilizaron   peces   silvestres  
TAB  5,  peces   transgénicos  Tg(cldnB:GFP)   que  presentan  marca  en  el   primordio  
de   la  LLp  y  en   las  células  accesorias  de   los  neuromastos   (Haas  et  al.,  2006)      y  
peces  Tg(brn3c:GFP),  que  presentan  marca  fluorescente  en  las  células  ciliadas.  
Tanto   los   estadios   embrionarios   como   larvales,   se   expresaron   en   horas   post  
fertilización  (hpf).    
  
5.2.  Extracción  de  RNA    
Se   realizó   la   extracción   de   RNA   total   de   embriones   y   larvas   silvestres   en  
diferentes  estadios  de  desarrollo  (0,  12,  24,  36,  48,  60,  72,  84  y  96  hpf)  utilizando  
el  método  del  Trizol®  (Chomezynski  P.  y  Sacchi  N.,  1987)  modificado.  Brevemente,  
se   homogenizaron   50   individuos   en   200μL   de   Trizol®   (Gibco)   e   incubaron   por   5  
min   a   temperatura   ambiente.   Se   agregó   40μL   de   cloroformo   y   se   agitó  
vigorosamente   por   15   s.   Se   centrifugó   a   13.400   rpm   por   15   min   a   4ºC   y   se  
recuperó   la   fase   acuosa   que   contenía   el   RNA.   Éste   se   precipitó   con   100μL   de  
isopropanol   durante   10  min   a   temperatura   ambiente.  Se   centrifugó   a   13.400rpm  
durante  30  min  a  4ºC.  Se   lavó  el  RNA  con  1mL  de  etanol  75%  y  se  centrifugó  a  
13.400   rpm   durante   10   min   a   4ºC.   Se   dejó   secar   el   RNA   durante   5   min   para  
posteriormente   resuspenderlo   en   20μL   de   H2O   DEPC   (Winkler).   El   RNA   se  
cuantificó  en  un  Infinite®  200  PRO  NanoQuant  (Tecan)  y  se  verificó  su   integridad  
en  un  gel  de  agarosa  al  1%  en  MOPS  (Winkler).    
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5.3.  Síntesis  de  DNAc  
La  transcripción  reversa  se  realizó  mezclando  5μg  de  RNA  total  de  embriones  de  
diferentes   estadios,   con   1μL   de  Oligo   dT   (Invitrogen),   1μL   de  Mix   dNTP   (10mM  
dATP,  dCTP,  dGTP,  dTTP  (Fermentas))  hasta  completar  los  12μL  con  H2O  DEPC.  
Se  calentó   la  mezcla  durante  5  min  a  65ºC.  Se   incubó  en  hielo  durante  2  min  y  
agregó  4μL  del  tampón  5X  de  la  transcriptasa  reversa  Super  Script  II  (Invitrogen),  
2μL  de  DTT  0,1M  (Invitrogen)  y  1μL  de  RNAsin  40U/μL  (Promega).  Se  mezcló  e  
incubó  a  42ºC  por  2  min.  Se  agregó  1μL  de  Super  Script   II  e   incubó  durante  50  
min  a  42ºC.  Se  inactivó  la  transcriptasa  reversa  incubando  el  DNAc  por  15  min  a  
70ºC.  
  
5.4.  Clonamiento  de  secuencia  parcial  de  pelado  de  pez  cebra.  
A   partir   de   una  mezcla   de   los   DNAc   obtenidos   de   embriones   de   pez   cebra   de  
diferentes   estadios,   se   amplificó   mediante   PCR,   1800pb   de   la   región   más  
conservada  de  pelado  entre   las  secuencias  de  Drosophila  melanogaster  y  Danio  
rerio.    Se  amplificó  utilizando  los  partidores  F1  (5’  CAG  GAG  CGC  ACA  GGC  ACG  
TTC  3’)  y  R1  (5’  GGG  CGC  ACG  GCC  ACC  TCC  TGC  3’).  El  producto  de  PCR  se  
clonó   en   el   vector   pGEM-­T   easyTM   (Promega).   Se   generó   el   vector  
pelado::pGemT,  denominado  de  ahora  en  adelante,  “pelado”.  
  
5.5.  RT-­PCR  para  determinar  patrón  de  expresión  temporal  de  pelado    
A  partir  de   los  DNAc  obtenidos  en  el  punto  5.3  para  embriones  de  0,  12,  24,  36,  
48,  60,  72,  84  y  96  hpf,  se  amplificó  mediante  PCR  una  secuencia  de  pelado  de  
491pb,  utilizando  los  partidores  F2  (5’CCT  ACT  GCT  GGC  CCT  TCA  GCC  3’)  y  R2  
(5’    GGA  CTC  ATG  GTT  GGG  TCT  AGC  3’).  Dichos  partidores,  fueron  diseñados  
para  unirse  al  exón  3  y  4  respectivamente.  Como  control  de  carga,  se  amplificó  la  
secuencia   de   un   gen   constitutivo,  B-­actina,   utilizando   los   partidores  B-­act   F1   (5’  
CCC  AAG  GCC  AAC  AGG  AAA  A  3’)   y  B-­act  F2   (5’  GGT  GCC  CAT  CTC  CTG  
CTC  AA  3’).      
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5.6.  Síntesis  de  ribosondas    
Se   linearizaron   los  vectores  descritos  en   la  Tabla  2  y  se   transcribió   la   ribosonda  
antisentido  y  sentido  (exclusivamente  para  pelado),  a  partir  de  2μg  de  DNAc,  con  
las  enzimas  descritas  en  la  tabla  2.    
  
Tabla  2:  Lista  de  ribosondas  sintetizadas  para  utilización  en  hibridación  in  situ.  
  
El   DNA   se   incubó   con   10μL   de  Mix   Dig   (2,5  mM  NTP:   ATP,   CTP,   GTP,  
UTP,   digoxigenina-­UTP   10mM;;   Roche),   10μL   de   tampón   de   transcripción   5X  
(Fermentas),   2μL   de   inhibidor   de   RNAsa   (RNAsin   40U/μL   (Promega)),   5μL   de  
Polimerasa   (Fermentas)   hasta   completar   un   volumen   de   50μL.   La   reacción   se  
incubó  durante  4h  a  37ºC.  Se  agregó  5μL  de  DNAsa   (1000U/μL   (Promega))  por  
30min   a   37ºC.   Se   inactivó   la   DNAsa   con   2μL   de   EDTA   0,5M   y   se   precipitó   la  
ribosonda  con  5μL  de  LiCl  10M  y  200μL  de  etanol  absoluto  durante  toda  la  noche  
a   -­20ºC.   La   ribosonda   se   centrifugó   a   13.400   rpm   durante   30   min   a   4ºC   y  
posteriormente  se  lavó  con  1mL  de  etanol  80%.  Se  resuspendió  en  11μL  de  H2O  
DEPC   y   diluyó   en   tampón   de   hibridación   (formamida   50%   (Merck),   SSC   5X  
(Winkler),   heparina   50μg/mL   (Sigma),   tRNA   500μg/mL   (Sigma),   tween-­20   0,1%  
(Winkler)  y  ácido  cítrico  1,84x10-­3  M  (Winkler)  pH  6.0).  
  
5.7.   Fijado   de   embriones   para   inmunofluorescencia,   hibridación   in   situ   y  
terminal  deoxynucleotidyl  transferase  dUTP  Nick  end  labeling  (TUNEL).  
Los  embriones   (decorionados  de   forma  manual)   y   larvas,   fueron  depositados  en  
tubos  de  2mL,  se  removió  el  medio  E3  para  agregar  500μL  de  paraformaldehido  al  
4%  en  PBS  1X  (NaCl  0,14M,  KCl  2,7MmM,  Na2HPO4  10mM,  KH2PO4  1,4mM  pH  
7.4).  Se   removió   y   se  agregó  1mL  de  PFA  4%   fresco.  Se   incubó  a  4ºC  durante  
Vector   Endonucleasa  de  
restricción  
Polimerasa   Ribosonda  
sintetizada  
pelado   SpeI   T7   Sentido  
pelado   ApaI   Sp6   Antisentido  
cxcr4b   EcoRI   T3   Antisentido  
cxcr7b   EcoRI   T7   Antisentido  
lef-­1   EcoRI   T7   Antisentido  
dkk-­1   SpeI   T7   Antisentido  
fgf-­10   EcoRI   T7   Antisentido  
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toda  la  noche.  Se  deshidrataron  en  metanol  100%  durante  10  min,  se  reemplazó  el  
metanol   100%   por   uno   nuevo   y   se   almacenaron   a   -­20ºC   por   al  menos   2   horas  
antes  de  ser  procesados  para  ensayos  de  inmunofluorescencia,  hibridación  in  situ  
o  TUNEL.    
  
5.8.  Hibridación  in  situ  
La  hibridación  in  situ  se  realizó  acorde  a  lo  descrito  previamente  (Jowet  y  Letice,  
1994;;   Thisse   y   Thisse,   2008).   Brevemente,   los      embriones   se   rehidrataron  
incubando   sucesivamente   con   metanol   75%   en   PBST,   50%   en   PBST,   25%   en  
PBST  por   5  min   cada   uno.  Se   lavaron   4   veces   en  PBST  para   luego   eliminar   el  
pigmento  de  aquellos  embriones  superiores  a  las  24hpf  con  solución  de  blanqueo  
(1mL   contiene   595μL   de   H2O   DEPC   (Winkler),   50μL   formamida   (Merck),   25μL  
Buffer   SSC   20X   (Winkler)   y   330μL   de   H2O2   30%   (Merck))   durante   5   a   10  min.  
Posteriormente,  se  permeabilizaron  durante  5  min  con  proteinasa  K  acorde  a   las  
concentraciones  descritas  en  la  Tabla  3.  Los  embriones  se  lavaron  5  veces  por  5  
min  con  PBST,  para  acto  seguido  cambiar  el  PBST  por  500uL  buffer  de  hibridación  
(formamida   50%   (Merck),   SSC   5X   (Winkler),   heparina   50μg/mL   (Sigma),   tRNA  
500μg/mL  (Sigma),  tween-­20  0,1%  (Winkler)  y  ácido  cítrico  1,84x10-­3  (Winkler)  pH  
6.0).)  por  10  min  a  65ºC.  Se  reemplazó  el  tampón  de  hibridación  y  se  incubaron  a  
65ºC  por  8  h.  Cumplido  el   tiempo  de  pre-­hibridación,   se  agregó   la   ribosonda  de  
interés  (Tabla  3)  y  se  permitió  su  hibridación  durante  16  h  a  65ºC.    
Se  recuperó  la  ribosonda  y  se  realizaron  lavados  sucesivos  de  10  min  a  65ºC  con  
formamida  75%  en  buffer  SSC  2X,  formamida  50%  en  buffer  SSC  2X,  formamida  
25%   en   buffer   SSC   2X   y   buffer   SSC   2X.   Luego   se   realizaron   dos   lavados   con  
buffer   SSC   0,2X   por   30   min   cada   uno   a   65ºC.   Los   embriones   se   lavaron   con  
MABT   (Ácido  maleico  100mM  (Merck),  NaCl  150mM  (Winkler)  y  Tween-­20  0,1%  
(Winkler))   5   veces   por   5   min   a   temperatura   ambiente,   luego   se   incubaron   con  
solución   de   bloqueo   (MAB   (Merck),   20%   Suero   de   Lamb   (Invitrogen),   2%,  
Boeringer   Manheim   Bloking   Reagent   20%   (Roche))   durante   3   h   a   temperatura  
ambiente.  Se  agregó  el  anticuerpo  antidigoxina  (Roche)  diluido  1:2000  en  solución  
de  bloqueo  y  se  incubó  16  h  a  4ºC.  Se  eliminó  el  exceso  de  anticuerpo  a  través  de  
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6  lavados  de  20  min  cada  uno  con  MABT  en  agitación.  Se  lavó  5  veces  por  5  min  
con  tampón  fosfatasa  alcalina  (tampón  AP:  Tris-­HCl  100mM,  MgCl2  50mM,  NaCl  
100mM,  Tween-­20  0,2%,  Triton  X-­100  0,2%  pH  9.5)  y   luego  se  reemplazó  por   la  
solución  de  revelado  (3,5  uL  NBT  (Fermentas  )  y  4,5uL  BCIP  (Fermentas)  en  1mL  
de   tampón   AP)   en   placas   Petri   de   3mL.   Se   incubó   en   oscuridad   y   comenzó   a  
monitorear  el  revelado  pasados  30  min.  El  revelado  se  detuvo  con  PBST  cuando  
se  alcanzó  el  patrón  de  expresión  reportado  por  bibliografía  para  cada  sonda.  En  
el  caso  del  patrón  de  expresión  de  pelado,  el  revelado  se  evaluó  cada  1  h,  hasta  
que  se  observó  una  expresión  diferencial  entre  la  sonda  sentido  y  antisentido.  Los  
embriones   se   incubaron   en   PFA   4%   para   evitar   perdida   de   la   marca   y  
almacenaron  a  4ºC  para  su  registro.  
  
5.9.  Microinyección  de  embriones  y  control  de  especificidad  
Para   realizar   la   falta   de   función   de   pelado,   se   microinyectó   al   estadío   de   una  
célula,   embriones   silvestres   y   transgénicos   (Tabla   2)   utilizando:   (1)   un  morfolino  
que  bloquea  la  traducción  de  pelado  (5’  CCC  ACT    CAG  CGA  ACA  TCA  GTT  CCA  
T  3’)  y  (2)  un  morfolino  que  bloquea  el  correcto  proceso  de  splicing  de  pelado  (5’  
GGT   GGA   AAC   CTG   TTT   CAG   AGA   ACA   A   3’)   con   un   microinyector   MPPI-­3  
(Applied  Scientific).  Posterior  a   la  microinyección,   los  embriones  se   incubaron  en  
medio  E3  a  28ºC  en  placas  Petri.  A  las  12  h  se  removieron  los  embriones  muertos  
y  se  cambió  el  medio  E3  por  medio  fresco.  Los  embriones  se  incubaron  hasta  los  
estadios  de  interés  acorde  a  lo  descrito  previamente  (Kimmel  et  al.,  1995).    
  
5.10.  Control  de  eficacia  del  morfolino  de  splicing  
Para   demostrar   la   unión   específica   del   morfolino   de   splicing   a   su   secuencia  
blanco,  embriones  de  una  célula  de  microinyectaron  con  15ng  de  éste  morfolino  y  
a   las   48   hpf   se   extrajo   el   RNA   total   para   posteriormente   sintetizar   su   DNAc.  
Mediante  PCR,  utilizando   los  partidores  F1   (5’  CAG  GAG  CGC  ACA  GGC  ACG  
TTC   3’)   y   R3   (5’   CGA   CAT   GGG   CAC   ACC   ATT   TGG   3’),   diseñados   para  
flanquear  la  secuencia  de  unión  del  morfolino  (Intrón  3  –  Exón  4).    
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5.11.  Inmunofluorescencia  
Los      embriones   se   rehidrataron   incubando   con   PBS-­T   (PBS/Tween-­20   0,1%)  
durante   15   min   dos   veces.   Para   eliminar   el   pigmento   de   aquellos   embriones  
superiores   a   24hpf,   se   incubaron   con   solución   de   blanqueo   durante   5   a   10  min  
(1mL   contiene   595μL   de   H2O   DEPC   (Winkler),   50μL   formamida   (Merck),   25μL  
Buffer   SSC   20X   (Winkler)   y   330μL   de   H2O2   30%   (Merck)).   Posteriormente,   se  
permeabilizaron   durante   5   min   con   proteinasa   K   (Invitrogen)   acorde   a   las  
concentraciones  descritas  en  la  Tabla  3.    
  
Tabla   3:   Concentración   de   proteinasa   K   para   los   diferentes   estadios   de   desarrollo   de  
embriones  y  larvas  de  pez  cebra.  
Estadío  de  desarrollo   Concentración  proteinasa  K  
30  hpf   10  mg/mL  
48  hpf   15  mg/mL  
60  hpf   20  mg/mL  
72  hpf   25  mg/mL  
84  hpf   30  mg/mL  
96  hpf   35  mg/mL  
  
Se  inactivó  la  enzima  incubando  con  1mL  de  PFA  4%  durante  20  min,  tiempo  en  el  
cual   los  embriones  se   lavaron  con  PBST  5  veces  por  5  min.  Se   incubó  1  h  con  
agua  destilada  para  continuar  con  7  min  de  acetona  fría.  Los  embriones  se  lavaron  
con  PBST  5  veces  por  5  min  e  incubaron  durante  1  h  en  solución  de  bloqueo    al  
10%   (Suero   de   cabra   10%   (Sigma),   DMSO   1%   (Winkler),   Tween-­20   0,1%  
(Winkler)  en  PBS  1X).  Se  incubó  con  anticuerpo  primario  en  solución  de  bloqueo  a  
4ºC  durante  16  h.  Los  anticuerpos  primarios  utilizados  se  encuentran  descritos  en  
la  Tabla  4.    
  
Tabla  4:  Lista  de  anticuerpos  primarios  utilizados  para  inmunofluorescencia.  
Anticuerpo   Huésped   Dilución   Fuente  
Anti  GFP   Ratón   1:200   Invitrogen  
Anti  GFP   Conejo   1:200   Invitrogen  
Anti  Histona-­H3-­fosforilada   Conejo   1:250   Santa  Cruz  Biotechnology  
Anti  Pelado   Ratón   1:50   Dr.  Alvaro  Glavic  
Anti  BrdU   Ratón   1:700   Sigma  
  
Los   embriones   se   lavaron   para   remover   el   exceso   de   anticuerpo   6   veces  
por  10  min  con  PBST.  Se  incubaron  con  el  anticuerpo  secundario  correspondiente  
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(descrito  en  la  Tabla  5)  en  solución  de  bloqueo  al  10%  durante  16  h.  Para  remover  
el  exceso  de  anticuerpo  secundario,  los  embriones  se  lavaron  6  veces  por  10  min  
con  PBST.  
  
Tabla  5:  Lista  de  anticuerpos  secundarios  utilizados  para  inmunofluorescencia.  
Anticuerpo   Huésped   Dilución   Fuente  
Alexa  Fluor  488   Ratón   1:300   Invitrogen  
Alexa  Fluor  488   Conejo   1:300   Invitrogen  
Alexa  Fluor  594   Ratón   1:300   Invitrogen  
Alexa  Fluor  594   Conejo   1:300   Invitrogen  
Peroxidasa   Ratón   1:100   Sigma  
  
  
5.12.  Ensayo  incorporación  de  bromo-­deoxi-­uridina  (BrdU)  
Los  embriones  se  incubaron  en  solución  de  BrdU  10mM  (Brdu  10mM,  DMSO  15%  
en  E3;;  Sigma)  por  30  min  a  4ºC.  Posteriormente,  se  cambio   la  solución  de  BrdU  
por   medio   E3,   los   embriones   se   incubaron   durante   1   h   a   28ºC.   Pasado   este  
periodo,  los  embriones  se  fijaron  en  PFA  4%  como  se  describió  previamente,  para  
continuar  con  protocolo  de  inmunofluorescencia  para  detectar  el  BrdU  mediante  el  
anticuerpo  descrito  en  la  Tabla  5.    
  
5.13.  Ensayo  de  TUNEL  
Embriones   de   20   y   30hpf   deshidratados   fueron   digeridos   con   proteinasa   K  
(10mg/mL)  durante  5  min  a  temperatura  ambiente.  Se  inactivó  la  proteinasa  con  la  
adición   de   PFA   4%   durante   20  min.   Los   embriones   fueron   lavados   en   PBST   e  
incubados   en   50μL   de   mezcla   de   reacción   TUNEL   por   2   h   a   37º   en   cámara  
húmeda.   Se   lavaron   en   oscuridad   los   embriones   2   veces   por   5  min   para   luego  
observar  directamente  mediante  fluorescencia.    
  
5.14.  Tinción  Nuclear  
Los   embriones   fueron   incubados   en   oscuridad,   durante   30   min   a   temperatura  
ambiente   y   con   agitación   en   Diamidina-­2-­fenilindol   (DAPI)   (Kapuscinski,   1995)  
300nM  en  PBST.  Posteriormente,  se  realizaron  5  lavados  de  20  min  cada  uno.    
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5.15.  Extracción  y  cuantificación  de  proteínas  totales  
Se   homogenizaron   con   un   vástago   estéril   y   libre   de   nucleasas   (Axygen)   100  
embriones  en  500uL  de   solución  de   lisis   (Tris-­HCl   100mM,  NaCl   200mM,  EDTA  
2mM,  nonidet  p-­40  2%,  suplementado  con  inhibidores  de  fosfatasas  (ortovanodato  
de  sodio  50mM,  fluoruro  sódico  200mM,  pirofosfato  de  sodio  100mM)  e  inhibidores  
de  proteasas   (Coctel   inhibidor  de  proteasas  Roche).  Se  centrifugó  a  14.000   rpm  
por  30  min  a  4ºC.  Se  recuperó  la  fase  acuosa  e  incubo  a  -­20ºC  16  h.  Se  centrifugó  
nuevamente  la  fase  acuosa  30  min  a  14.000  rpm  y  se  recuperó  en  un  tubo  nuevo.    
Las  proteínas   totales  extraídas,   fueron  cuantificadas  utilizando  el  Kit  Pierce  BCA  
Protein  Asssay   (Thermo  Scientific)  de  acuerdo  a   las   instrucciones  del   fabricante.  
Se  realizó  una  curva  de  calibración  utilizando  albúmina  sérica  de  bovino  (BSA)  a  
concentraciones   conocidas   como   estándar.   Las   muestras   y   las   soluciones  
estándar  fueron  medidas  por  triplicado  a  una  absorbancia  de  630nm  en  un  lector  
de  microplacas  Bio-­Tek  instrument,  Inc.,  Modelo  ELX  800.  
  
5.16.  Dot  Blot  
40μg  de  proteínas  totales  fueron  colocados  sobre  una  membrana  de  nitrocelulosa  
previamente  marcada  con  lápiz  grafito.  Se  dejó  secar  y  se  incubó  en  solución  de  
bloqueo   TBS   1X   (Tris-­HCl   0,2M,   NaCl   0,13M,   Tween-­20   0,1%   pH   7.6)  
suplementada   con   leche   descremada   al   10%   en   agitación   constante.   Luego,   se  
incubó   con   el   anticuerpo   primario   anti-­Pelado   (ratón)   en   una   dilución   1:500   en  
solución  de  bloqueo  suplementada  con   leche  descremada  al  3%  durante  16  h  a  
4ºC.   Se   lavó   la   membrana   con   TBS   1X   5   veces   por   5   min   y   se   incubó   con   el  
anticuerpo   secundario   anti-­IgG   de   ratón   acoplado   a   peroxidasa   en   una   dilución  
1:1000.  Se  lavó  el  exceso  de  anticuerpo  mediante  5  lavados  por  5  min  con  TBS  1X  
y   se   reveló   la   membrana   con   el   Kit   Pierce   ECL   Western   Blotting   Substrate  
(Thermo  Scientific)  acorde  a  lo  descrito  por  el  fabricante.  Como  control  positivo,  se  
analizaron  las  proteínas  extraídas  para  α-­tubulina  (1:5000).  
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5.17.  Registro  de  imágenes  y  estadísticas  
Los  embriones  y  larvas  fueron  montados  sobre  una  placa  Petri  con  metilcelulosa  al  
4%  p/v  (SIGMA).  Se  observaron  en  una  lupa  estereoscópica  (Olympus  SZX16)  o  
microscopio   (Olympus   BX61)   y   se   fotografiaron   con   una   cámara   digital  
MicroPublisher  5.0RVT.    
Las   inmunofluorescencias   fueron   fotografiadas   en   un   microscopio   confocal  
(Olympus  Fluoview  1000)  y   las   imágenes  procesadas  con  el  software  del  mismo  
equipo  (Olympus  Fluoview  1000  versión  2.0).      
Todos   los   datos   obtenidos   fueron   analizados   estadísticamente   con   el   programa  
Prism  6  (GraphPad  Software),  a  partir  de  tres  ensayos  independientes.  Se  aplicó  
el  análisis  estadístico  t-­Student.      
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6.  RESULTADOS  
6.1.   Determinar   el   patrón   de   expresión   de   pelado   durante   el   desarrollo  
embrionario  y  larval  de  pez  cebra.  
  
6.1.a.  Análisis  de  expresión  a  nivel  de  RNA  mensajero  
Para   evaluar   la   expresión   de   pelado   durante   el   desarrollo   embrionario   y  
larval  de  pez  cebra,  se  determinó  el  patrón  de  expresión  temporal  del  transcrito  de  
pelado  mediante  RT-­PCR  entre  las  0  y  96  hpf.  Los  resultados  indicaron  que  este  
gen   tiene  expresión  materna   (desde  0  hpf),  y  se  evidencian   transcritos  hasta   las  
96  hpf  (Figura  9  A).  
Con   el   fin   de   analizar   el   patrón   de   expresión   espacial   del   transcrito   de  
pelado,   se   realizó   una  hibridación   in   situ,   utilizando   una   ribosonda   antisentido   y  
sentido  del   gen,   ambas  de  1742pb.  Como  se  esperaba,   la   ribosonsa  sentido  no  
presentó  detección  positiva  en  los  estadios  de  desarrollo  evaluados  (Anexo  1).  En  
el  caso  de  la  sonda  antisentido,  se  observó  una  expresión  materna  ubicua,  que  se  
mantuvo  hasta  las  13.5  hpf  (Figura  9  B-­E).  A  las  18hpf,  la  expresión  se  restringió  
al   cerebro  medio,  cerebro  posterior  y   tubo  neural   ventral  anterior   (Figura  9  B-­F).  
Más   tarde,   a   las   30   hpf,   se   detectó   el   transcrito   de   pelado   en   cerebro   y   la  
notocorda  (Figura  9  B-­G),  expresión  que  se  mantuvo  hasta  las  48hpf.       
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Figura  9.  Expresión  temporal  del  transcrito  y  espacial  del  gen  pelado.   (A)  Mediante  RT-­PCR  
se   obtuvo   el   patrón   de   expresión   temporal   del   transcrito   de   pelado.   Se   observó   una   expresión  
constitutiva  de  pelado  durante  el  desarrollo  de  pez  cebra  hasta  las  96  hpf.  (B-­E)  Desde  0  hpf  hasta  
13,5   hpf   el  mRNA  de  pelado   está   distribuido   de  manera   ubicua   en   el   embrión.   (F)  A   18   hpf,   se  
observó  una  mayor  expresión  en  el  cerebro  medio,  cerebro  posterior  y  tubo  neural  ventral.  (G  –  H)  
Desde  36  hpf,  la  expresión  se  restringe  a  la  notocorda  y  cerebro.  (B-­H)  Vista  lateral.  Abreviaturas:  
bl,   blastómeros;;   vt,   vitelo;;   ee,   escudo   embrionario;;   po,   primordio   óptico;;   cm,   cerebro  medio;;   cp,  
cerebro  posterior;;  tnv,  tubo  neural  ventral;;  c,  cerebro;;  nt,  notocorda.  n=30;;  N=3.  Escala:  200µm.    
  
6.1.b.  Evaluación  de  anticuerpo  para  determinar  expresión  a  nivel  protéico.    
Dado   que   la   fuerte   expresión   del   transcrito   en   la   notocorda   podría  
enmascarar   la   expresión   de   pelado   en   el   primordio   o   neuromastos   de   la   línea  
lateral,   evaluamos   la   expresión   de   la   proteína   Pelado.   Se   utilizaron   diferentes  
anticuerpos  generados  contra  un  péptido  sintético  de  la  proteína  de  Drosophila  en  
ratones  de  la  cepa  Balb/c  y  se  evaluaron  mediante  dot-­blot.  Como  se  observa  en  
la  figura  10  A,  solo  el  control  positivo    α-­tubulina  mostró  una  reacción  positiva  en  el  
ensayo.   Los   anticuerpos   evaluados   no   presentaron   reacción   con   la   proteína  
Pelado   de   pez   cebra.   Como   alternativa,   se   realizó   una   inmunohistoquímica   en  
pelado
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larvas  completas  a   las  54  hpf,  estadio  de  desarrollo  en  que   la   línea   lateral  ya  se  
encuentra   formada.   Nuevamente,   los   anticuerpos   utilizados   no   detectaron   la  
proteína  Pelado  (Figura  10  B-­D).  
  
  
  
Figura  10.  Evaluación  de  los  anticuerpos  contra  Pelado  de  D.  Melanogaster  en  la  línea  lateral  
de   pez   cebra.   (A)   Mediante   Dot   blot   se   probaron   los   diferentes   anticuerpos   policlonales   contra  
Pelado  de  D.  Melanogaster,  solo  se  observó  reacción  positiva  en  el  control  positivo  de  α-­tubulina.  
(B)  Mediante  inmunohistoquímica  tampoco  se  observó  reacción  positiva  de  los  anticuerpos  contra  
la  proteína  Pelado  de  pez  cebra.  n=30;;  N=3.  Escala:  200µm  
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6.2.      Análisis   del   efecto   de   la   falta   de   función   del   gen   pelado   sobre   el  
primordio  migratorio.  
Para  caracterizar   la   función  de  pelado  sobre   la  migración  del  primordio  de  
línea   lateral   posterior,   se   realizaron   ensayos   de   falta   de   función   mediante   la  
microinyección  de  morfolinos  antisentidos  a  la  secuencia  de  pelado.  Se  utilizó:  (1)  
un  morfolino  de  traducción,  el  cual  se  une  a  la  secuencia  río  arriba  al  sitio  de  inicio  
de   la   traducción   y   (2)   un  morfolino   de   splicing   que   bloquea   el   procesamiento   y  
empalme  de  los  exones  3  y  4.  Para  determinar  la  eficacia  del  morfolino  de  splicing,  
se  microinyectaron  embriones  con  dicho  morfolino  y   luego   fueron  crecidos  hasta  
las  48  hpf,  momento  en  el  cual  se  extrajo  ARN  para  su  posterior  retrotranscripción  
a  cDNA.  Utilizando  un  partidor  directo  que  hibridaba  con  el  exón  1  y  un  partidor  
reverso  que  hibridaba  al  inicio  del  exón  4,  se  determinó  la  presencia  o  ausencia  de  
la   secuencia   del   intrón   3   en   el   cDNA   templado.  Como   se   puede   observar   en   la  
figura  11  F,   los  embriones  control  presentan  una  banda  de  alrededor  de   los  618  
pb,   a   diferencia   de   los   embriones   morfantes   que   presentan   una   tenue   banda  
alrededor   de   los   618   pb   y   otra   cercana   a   las   6.656   pb.   Esta   última   banda  
correspondería  al   fragmento  que  contiene  el   intrón  3  (6.038  pb)  y  el   resto  de   los  
exones  (618pb),  demostrando  la  eficacia  del  morfolino  utilizado.    
Para  determinar  el   fenotipo  de   la   falta  de   función  de  pelado,  se  evaluaron  
concentraciones   crecientes   de   ambos  morfolinos   (5,   10   y   15ng   por   embrión)   en  
larvas   Tg(cldnB:GFP),   las   cuales   presentan   el   primordio  migratorio   y   las   células  
accesorias  marcadas  fluorescentemente  (Haas  et  al.,  2006).  Fue  posible  observar  
a  las  30hpf,  momento  en  que  el  primordio  ha  alcanzado  el  somito  15,  que  en  los  
embriones   microinyectados   con   15ng   su   tamaño   es   significativamente   menor  
(Figura  11  B-­D)  al   primordio   control   (Figura  11  A-­C).  Al   realizar   la   cuantificación  
del  número  de  células  presentes  en  el  primordio  control  y  morfante,  contando  los  
núcleos  marcados  con  DAPI,  se  observó  que  los  primordios  control  contenían  en  
promedio  60  células,  y  los  morfantes  un  promedio  de  solo  20  células  (Figura  11  E).  
Cabe  destacar  que  se  obtuvieron  resultados  similares  al  realizar  este  ensayo  tanto  
con   el   morfolino   de   traducción   como   con   el   de   splicing   y   no   hubo   mortalidad  
asociada  a  la  microinyección  (datos  no  mostrados).    
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Figura   11.   El   silenciamiento   de   pelado,   disminuye   el   número   de   células   presente   en   el  
primordio   de   la   línea   lateral   posterior.   (A-­B)   Inmunodetección   de   GFP   en   un   embrión  
Tg(cldnB:GFP)   de   30   hpf.   (C-­D)   Magnificación   de   los   primordios   control   y   morfantes,  
respectivamente,  ambos  sometidos  a  tinción  nuclear  con  DAPI.  Imagen  capturada  por  microscopia  
confocal.   (E)   Cuantificación   del   número   de   células   presentes   en   el   primordio   de   embriones  
controles  y  morfantes  para  el  gen  pelado.  n=  15,  ****p-­value  <0,0001  (F)  RT-­PCR  para  el  transcrito  
de   pelado   en   larvas   control   y   morfantes   de   48   hpf.   Es   posible   observa   una   disminución   en   la  
expresión   del   transcrito   de   las   larvas  morfantes,   sumado   a   la   presencia   de   una   segunda   banda  
alrededor  de  los  6.656pb.  n=15;;  N=3.  Escala:  25µm.  
  
Continuando   con   la   caracterización   del   primordio  migratorio,   se   evaluó   la  
polaridad  de  éste  utilizando  diferentes  genes  marcadores.  1)  Quimioquinas  Cxcr4b  
y  Cxcr7b  (David  et  al.,  2002;;  Haas  &  Gilmour,  2006;;  Valentin  et  al.,  2007),  que  se  
expresan  en   la   región  anterior   y  posterior  del  primordio   respectivamente  y  están  
involucradas  en  la  migración  de  este.  2)  Lef1,  Dkk1  y  Fgf10,  que  se  expresan  en  la  
región   anterior,   media   y   posterior   del   primordio   respectivamente   y   están  
involucrados  en  la  proliferación,  diferenciación  y  deposito  de  los  pro-­neuromastos  
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(Aman   &   Piotrowski,   2008;;   Lecaudey   et   al.,   2008;;   Nechiporuk   &   Raible,   2008;;  
Matsuda  &  Chitnis,  2010;;  Valdivia  et  al.,  2011).  Para  evaluar  los  transcritos  de  los  
genes  antes  mencionados  en  primordios  controles  y  morfantes,  se  microinyectaron  
embriones  de  la  línea  Tg(cldnB:gfp)  con  el  morfolino  de  splicing.  A  30  hpf  (Figura  
12   –   Anexo   2)   fue   posible   observar   que   la   expresión   de   cxcr4b   y   cxcr7b   en   el  
primordio  morfante  fue  indistinguible  del  primordio  control  (Figura  12  A-­D).  Así,  la  
expresión   de   cxcr4b   se   restringe   al   borde   anterior   de   los   primordios   control   y  
morfante  y  la  expresión  de  cxcr7b  se  mantiene  en  el  borde  posterior  del  primordio  
migratorio  de  embriones  control  y  morfante.  Cabe  destacar  que  existe  una  menor  
intensidad  en   la  expresión  de  ambos  receptores  de  quimioquinas  en  el  primordio  
morfante,  sin  embargo,  esto  se  puede  deber  principalmente  al  menor  número  de  
células  presentes  en  dicha  estructura,  situación  descrita  ya  anteriormente  (Figura  
12  E).    
Para   analizar   la   expresión   de   las   vías   de   señalización   de  Wnt   y   Fgf,   se  
decidió   evaluar   el   mRNA   de   lef-­1,   efector   de   la   vía   de  Wnt   canónica   (Aman   &  
Piotrowski,  2008;;  Valdivia  et  al.,  2011);;  dkk-­1,  inhibidor  de  la  vía  de  Wnt  canónica  
(Aman  &  Piotrowski,  2008;;  Aman  et  al.,  2011)  y  fgf-­10,  un  ligando  de  la  vía  de  Fgf  
(Aman   &   Piotrowski,   2008;;   Lecaudey   et   al.,   2008;;   Nechiporuk   &   Raible,   2008;;  
Matsuda  &  Chitnis,  2010).  En  el  caso  de   lef-­1,  en  el  primordio  control  se  observó  
que   la   expresión   se   restringe   al   borde   anterior   (Figura   12   E),   a   diferencia   del  
primordio  morfante   donde   lef-­1   se   expresa  en  un  menor   área  del   borde  anterior  
(Figura  12  F).  En  el  caso  de  dkk-­1,  la  expresión  en  el  primordio  control  se  restringe  
a   la   zona   media   de   éste   (Figura   12   G),   en   contraste   con   lo   observado   en   el  
primordio  morfante,  donde  dkk-­1  abarca  una   región  más  extensa,  extendiéndose  
hacia  al  borde  anterior  (Figura  12  H).  Al  evaluar  el  transcrito  de  fgf-­10,  fue  posible  
observar  que  su  expresión  en  el  primordio  control  se  restringe  al  borde  delantero,  
en   contraste   con   lo   ocurrido   en   el   primordio   morfante   donde   fgf-­10   si   bien   se  
expresa  en  el  borde  anterior,  abarca  una  zona  más  pequeña.  (Figura  12  I-­J)  
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Figura  12.  La   falta  de   función  de  pelado  no  afecta   la  expresión  cxcr4b  y  cxcr7b,  no  así  de  
efectores  de  las  vías  de  Wnt  y  Fgf  en  el  primordio.  Hibridación  in  situ  para  cxcr4b  (A-­B)  y  cxcr7b  
(C-­D)   en   embriones   de   30hpf   (Prim   15).   Tanto   controles   como   morfantes   presentan   el   mismo  
patrón  de  expresión.  (E-­F)  Expresión  del  transcrito  de  lef1,  en  embriones  morfantes  la  expresión  se  
ve   disminuida   con   respecto   al   control.   En   G   y   H,   se   observa   la   expresión   de   dkk1,   la   cual   se  
restringe  al   centro  del  primordio  en  embriones  control,  expresión  que  se  proyecta  hacia  el  borde  
anterior   en   embriones   morfantes.   (I-­J),   expresión   de   fgf10,   se   observa   una   disminución   de   la  
expresión  en  los  embriones  morfantes.  n=60  embriones;;  N=3.  Todas  los  primordios  se  muestran  de  
forma  lateral,  orientados  de  anterior  a  posterior.  Escala:  25  µm.  
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Considerando   los   resultados   antes   obtenidos,   donde   se   determinó   que   el  
primordio  morfante  presenta  menor  número  de  células  y  que  la  expresión  tanto  de  
lef-­1  como  dkk-­1  esta  alterada  en  él,  se  procedió  a  evaluar  la  proliferación  celular  
en   dicha   estructura.   Se   utilizaron   dos   aproximaciones,   incorporación   de   BrdU,  
(Laguerre   et   al.,   2005;;   Baye   &   Link,   2007)   e   inmunodetección   de   histona-­H3-­
fosforilada  (H3P)  (Hendzel  et  al.,  1997).  Los  resultados  observados  en  el  ensayo  
de   incorporación   de   BrdU   en   la   línea   lateral   posterior,   indicaron   que   tanto   en  
primordios  control  como  morfante,   las  células  proliferan,  sin  embargo,   lo  hacen  a  
una   proporción   diferente.   En   embriones   controles   la   proporción   de   células  BrdU  
positivas  del  primordio  fue  en  promedio  de  30%,  valor  superior  a  lo  observado  en  
embriones  morfante,  donde  solo  alcanzó  el  15%  (Figura  13).  
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Figura   13.   La   falta   de   función   de   pelado,   afecta   la   etapa   de   síntesis   del   ciclo   celular.  
Inmunodetección   de   GFP   (A-­B),   BrdU   (C-­D)   y   DAPI   (E-­F)   mediante   microscopia   confocal   en  
embriones  Tg(cldnB:GFP)  a  30hpf.  A,C  y  G  corresponden  a  primordios  de  embriones  control.  B,D,y  
F,   a   primordios   de   embriones  morfantes   de   pelado.   G   y   H   corresponden   a   la   colocalización   de  
GFP,   BrdU   y   DAPI   de   primordios   control   y   morfantes   respectivamente.   En   I,   se   determinó   la  
proporción  de  células  BrdU  positivas.  Controles  alcanzan  el  30%  y  morfantes  solo  un  15%.****p-­
value  <0,0001.  n=15;;  N=3.  Escala:  25  µm.  
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En   el   caso   del   inmunoensayo   para   la   detección   de   H3P   (Figura   14),   se  
encontraron  resultados  concordantes  a  los  obtenidos  mediante  la  incorporación  de  
BrdU.   Se   observó   un   menor   número   de   células   H3P   positivas   en   embriones  
morfante  (Figura  14  D)  respecto  a  los  embriones  control  (Figura  14  C).  Al  analizar  
la  proporción  de  células  H3P  positivas,   fue  posible  obtener  que  solo  un  0,7%  de  
las   células   presentes   en   el   primordio  morfante   se   dividen,   comparado   al   13,5%  
obtenido  en  los  primordios  controles  (Figura  14  I).  
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Figura   14.   El   silenciamiento   de   pelado,   afecta   el   proceso   de   mitosis   del   ciclo   celular.  
Inmunodetección  de  GFP   (A-­B),  histona  H3-­fosforilada   (C-­D)  y  DAPI   (E-­F)  mediante  microscopia  
confocal  en  embriones  Tg(cldnB:GFP)  a  30hpf.  A,C  y  G  corresponden  a  primordios  de  embriones  
control.   B,D,y   F,   a   primordios   de   embriones   morfantes   de   pelado.   G   y   H   corresponden   a   la  
colocalización  de  GFP,  H3P  y  DAPI  de  primordios  control   y  morfantes   respectivamente.  En   I,   se  
determinó  la  proporción  de  células  H3P  positivas.  ****p-­value  <0,0001.  n=15;;  N=3.  Escala:  25  µm.  
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Con   el   fin   de   evaluar   muerte   celular   en   el   primordio   de   embriones  
depletados  de  pelado,  se  realizaron  ensayos  para  medir  apoptosis.  No  fue  posible  
observar  muerte  celular  en  el  primordio  de  embriones  control,  ni  en  morfante  a  30  
hpf   (datos  no  mostrados).  Dado  estos   resultados,  se  evaluó   la  muerte  celular  en  
una   etapa   más   temprana,   a   las   24hpf   (Prim   5)   (Figura   15),   estadio   en   que   el  
primordio   recién   a   comenzado   a   migrar.   Los   resultados   obtenidos   muestran   la  
presencia   de   células   apoptóticas   en   los   primordios  morfante   (alrededor   del   45%  
presentaban  muerte  celular),  a  diferencia  de   los  primordios  control,  donde  no  se  
detectó   apoptosis.   Así,   la   muerte   celular   observada   en   los   primordios   morfante  
alcanzó  un  2,5%  de  las  células  analizadas,  a  diferencia  de  los  primordios    control  
donde  no  se  observó  muerte  celular  (Figura  15  E).  
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Figura   15.   El   knockdown   de   pelado   induce   la   muerte   celular   a   24   hpf.   Embriones  
Tg(cldnB:GFP)      control   y   microinyectados   con   el   morfolino   de   pelado,   fueron   sometidos   a   un  
ensayo   de  muerte   celular   a   24hpf.   Inmunodetección   de  GFP   (A-­D),   TUNEL   (E-­F)   y   DAPI   (G-­H)  
mediante  microscopia  confocal.  A,  C,  E  y  G  corresponden  a  primordios  de  embriones  control.  B,  D,  
F   y   H   a   primordios   de   embriones  morfantes   de   pelado.   I-­J   corresponden   a   la   colocalización   de  
GFP,   TUNEL   y  DAPI   de   primordios   control   y  morfantes   respectivamente.   En  K,   se   determinó   la  
proporción  de  células  positivas  para  TUNEL.  ****p-­value  <0,0001.  n=15;;  N=3.  Escala:  25  µm.  
0
10
20
30
40
50
Ta
sa
 d
e 
m
ue
rt
e 
ce
lu
la
r (
%
)
Control MO pelado
****
Control MO0pelado
A B
An
ti$
G
FP
TU
N
EL
M
er
ge
D
AP
I
w
ho
le
3m
ou
nt
C D
E F
G H
I J
24$hpf 24$hpf
K
Pr
op
or
ció
n$
de
$cé
lu
la
s$
TU
NE
L$p
os
iti
va
s$(
%
)
Tg(cldnB:GFP)
	   37	  
6.3.  Análisis  del  efecto  de  la  falta  de  función  del  gen  pelado  en  el  deposito  de  
pro-­neuromastos.  
Con   el   fin   de   determinar   la   alteración   en   el   deposito   de   neuromastos   se  
utilizó  la  misma  línea  transgénica  anterior,  Tg(cldnB:GFP)  (Haas  et  al.,  2006),  que  
presenta  fluorescentemente  marcadas  las  células  accesorias  de  los  neuromastos.    
Se  logró  determinar  que  en  larvas  control,  el  neuromasto  L1  se  deposita  entre  los  
somitos  1  y  5;;  L2  entre  6  y  11  y  L3  entre  10  y  16  (Figura  16  A-­C).  Por  el  contrario,  
en  larvas  morfante,  L1  se  deposita  entre  los  somitos  1  y  6,  L2  entre  8  y  20,  y  L3  
entre   23   y   33   (Figura   16   B-­D).      Ensayos   utilizando   la   línea   Tg(brn3c:GFP)   que  
marca   las   células   ciliadas   fluorescentemente   verde,   fue   posible   replicar   los  
resultados   obtenidos   con   el   Tg(cldnB:GFP).   Se   observó   que   hay   menos  
neuromastos   depositados,   pero   aquellos   presentes   tienen   todos   sus   tipos  
celulares.  
  
  
Figura  16.  La  falta  de  función  de  pelado  altera  el  deposito  y  periodicidad  de  los  neuromastos  
de  la  línea  lateral  posterior.  Vista  lateral  de  la  cola  de  una  larva  transgénica  Tg(cldnB:GFP)  (A-­B)    
y  Tg(brn3c:GFP)   (C-­D).  (E-­F)  Cuantificación  de   la  periodicidad  en  el  deposito  de  neuromastos  de  
100   larvas   Tg(cldnB:GFP)   acorde   al   somito   donde   fue   depositado.   En   línea   continua,   fenotipo  
obtenido   tras   el   uso   de  morfolino   de   traducción   de  pelado;;   en   línea   punteada,   cuantificación   en  
fenotipo   obtenido   mediante   la   administración   de   morfolino   de   splicing   de   pelado.   n=20;;   N=3.  
Escala:  200µm.    
  
  
Control MO0pelado
0
10
20
30
40
50
60
70
80
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
%
"N
eu
ro
m
as
to
s
Somitos
L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
0
10
20
30
40
50
60
70
80
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
%
"N
eu
ro
m
as
to
s
Somitos
Serie1
Serie2
Serie3
Serie5
Serie6
0
10
20
30
40
50
60
70
80
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
%
"N
eu
ro
m
as
to
s
Somitos
L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
0
10
20
30
40
50
60
70
80
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
%
"N
eu
ro
m
as
to
s
Somitos
Serie1
Serie2
Serie3
Serie5
Serie6
%
$N
eu
ro
m
as
to
s
lar
va
s
co
nt
ro
l
%
$N
eu
ro
m
as
to
s
lar
va
s
m
or
fa
nt
es
Somito Somito
E F
C0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000D
A B
Tg(cldnB:GFP)
Tg(brn3c:GFP)
60$hpf
L1 L2 L3 L4 L5 L6(((((L7(((((L8 L1 L2 L3
L1 L2 L3 L4 L5 L6((((((((L7(((((((L8
L1 L2 L3 L4 L5
L1(((((((((((((((((((((((((((((((((((((L2(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((L3
L6((((((((L7(((((((L8 L1((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((L2(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((L3
	   38	  
Finalmente,   dado   los   resultados   obtenidos   en   cuanto   a   muerte   celular   y  
debido  a  que  existen  antecedentes  que   indican  que   los  morfolinos  puede   inducir  
de   forma   inespecífica   la   vía   de   p53   como  efecto   secundario   (Robu   et   al.,   2007;;  
Eisen   &   Smith,   2008;;   Bill   et   al.,   2009),   se   procedió   a   evaluar   si   el   fenotipo  
observado  en  los  embriones  y  larvas  morfante  de  pelado  se  mantenía  en  ausencia  
de  la  proteína  p53.  Para  ello,  se  realizó  la  co-­inyección  del  morfolino  de  pelado  y  el  
morfolino  de  p53,  además  de  ambos  morfolinos  por  separado.  Luego,  a  las  54hpf  
se   observó   el   fenotipo   de   las   larvas   en   distintas   condiciones.   Los   resultados  
obtenidos  indicaron  que  la  línea  lateral  posterior  de  las  larvas  control  presentaba  8  
neuromastos  depositados  (Figura  17  A)    y  las  larvas  morfantes  de  pelado  solo  3,  
recapitulando   fenotipo   obtenido   previamente.   En   el   caso   de   la   doble   falta   de  
función   (pelado   y   p53)   se   depositaron   los   8   neuromastos,   al   igual   que   lo  
observado   en   larvas   control   (Figura   17   C).   Es   decir,   ocurrió   la   reversión   del  
fenotipo   observado   en   ausencia   de   pelado.   El   mismo   ensayo   fue   repetido  
utilizando   el   morfolino   de   splicing   de   pelado,   obteniéndose   nuevamente   la  
reversión  del  fenotipo  dado  por  la  falta  de  función  de  pelado  (datos  no  mostrados).  
  
  
Figura  17.  La  disminución  de  neuromastos  de  la  LLp,  no  es  específica  a  la  falta  de  función  
de  pelado.  (A-­C)  Vista  lateral  de  colas  de  larvas  Tg(cldnB:GFP)  a  54hpf.  En  A  se  observa  la  cola  
de   una   larva   control.   En   B,   la   cola   de   una   larva   morfante   de   pelado.   En   C,   cola   de   una   larva  
morfante  de  pelado  y   p53.  Es  posible  apreciar,  que  el  morfante  para  pelado   y  p53,   es  capaz  de  
restituir  el  fenotipo  control  (A).  n=30;;  N=3.  Escala:  200  µm.  
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7.  DISCUSIÓN  
El   gen   pelado   se   descubrió   hace   un   par   de   años   en   los   organismos  
invertebrados,  D.  melanogaster  (Grupo  del  Dr.  Álvaro  Glavic,  datos  no  publicados)  
y  C.  elegans  (Wang  et  al.,  2013).  Este  último  grupo  demostró,  que  la  ausencia  de  
pelado  afecta  el  proceso  de  neurogénesis  en  C.elegans,   reporte  consistente  con  
resultados   obtenidos   en  D.  melanogaster,   donde   también   se   ha   observado   una  
neurogénesis  irregular  (Grupo  del  Dr.  Álvaro  Glavic,  datos  no  publicados).  A  pesar  
de   la   conservación   de   función   de   pelado   en   ambos   organismos   invertebrados,  
ensayos  de   falta  de   función  preliminares  de  esta   tesis,  establecieron  que   la   falta  
de  función  de  pelado  en  pez  cebra,  no  altera  significativamente  la  neurogénesis  de  
las   células   sensoriales   presentes   en   la   línea   lateral   posterior.   Por   otro   lado,   se  
observó  un   claro  defecto  en  el   número  de  neuromastos  depositados,   por   lo   que  
esta  tesis  se  enfoco  en  dilucidar  la  función  del  gen  pelado  en  dicho  proceso.    
En  primera  instancia  se  determinó  el  patrón  de  expresión  de  pelado  a  nivel  
temporal   y   espacial.   Inicialmente   es   ubicuo,   para   posteriormente   a   36hpf  
restringirse   a   cerebro   y   notocorda.   Por   excelencia,   el   cerebro   corresponde   un  
tejido   donde   ocurre   el   proceso   de   neurogénesis   (Mueller   &   Wullimann,   2003;;  
Schmidt  et  al.,  2013),  por  lo  que  la  expresión  del  transcrito  de  pelado  en  pez  cebra  
se  correlacionaría  en  parte  con  el  patrón  obtenido  a  nivel  proteico  en  C.elegans.  
Por  otro   lado,  al  analizar  el  patrón  de  expresión  espacial,  por  hibridación   in  situ,    
no  se  observó  expresión  de  pelado  en  el  primordio  de  la  línea  lateral  posterior,  ni  
en   los   neuromastos   depositados.   Una   explicación   posible   seria   que   pelado   se  
expresase  en  bajos  niveles  en   los  neuromastos,  por   lo  que  su  marca  podría  ser  
enmascarada   por   su   fuerte   expresión   en   la   notocorda.   Dada   esta   situación,   se  
intentó  determinar  su  patrón  de  expresión  a  nivel  proteico,  utilizando  para  ello  un  
anticuerpo   policlonal   generado   contra   un   péptido   conservado   de   la   proteína  
Pelado   de  Drosophila.   Sin   embargo,   los   resultados   obtenidos   indican   que   este  
anticuerpo   no   fue   capaz   de   detectar   la   proteína   homologa   de   pez   cebra   en  
ninguna  de  las  aproximaciones  utilizadas  (dot  blot  e  inmunohistoquímica).  Si  bien  
son  genes  ortólogos,  las  proteínas  solo  presentan  un  30%  de  identidad,  por  lo  que  
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los   epítopos   reconocidos   en   Drosophila   no   son   necesariamente   iguales   a   los  
presentes  en  la  proteína  de  pez  cebra.    
Por   otro   lado,   los   ensayos   de   falta   de   función   indicaron   que   el   primordio  
migratorio   presenta   un   menor   tamaño   en   los   embriones   morfante   de   pelado.  
Diferentes   trabajos  describen  que  un  primordio  de  menor   tamaño  conlleva  a  una  
formación  defectuosa  de   la   línea   lateral,  principalmente  porque  un  primordio  con  
un  número  correcto  de  células,  permite  el  deposito  periódico  de  pro-­neuromastos  
(Ghysen  et  al.,  2007;;  Aman  et  al.,  2011;;  Valdivia  et  al.,  2011;;  McGraw  et  al.,  2011).  
Asimismo,   se   ha   descrito   que   la   disminución   en   el   tamaño   del   primordio   puede  
llevar  a  un  colapso  anticipado  de  este,  no  alcanzando  a   terminar   la  migración,  a  
través   del  mioseptum   horizontal,   hasta   el   final   de   la   cola   (Valdivia  et   al.,   2011).  
Esta   última   situación   no   es   nuestro   caso,   ya   que   los   resultados   obtenidos  
mostraron  una  migración  del  primordio  hasta   la   región  más  distal  de   la  cola.  Los  
resultados   obtenidos   en   relación   a   los   genes   que   regulan   la   migración   del  
primordio,   Cxcr4b   y   Cxcr7b,      apoyan   este   resultado   ya   que   su   expresión   es  
semejante  al  control  en  embriones  morfantes.  
La   vía   de   señalización   de   Wnt,   es   fundamental   para   mantener   una  
proliferación   adecuada   de   las   células   del   primordio   (Aman   &   Piotrowski,   2008;;  
Valdivia  et  al.,  2011).  Nuestros  resultados  indicaron  que  la  expresión  de  lef-­1  en  el  
primordio  morfante  estaba  restringida  a  un  territorio  anterior,  menor  al  observado  
en  el  primordio  control.  Adicionalmente,   la  expresión  de  dkk-­1   (inhibidor  de   lef-­1)  
se  ve  proyectada  hacia  el  borde  anterior  del  primordio  morfante,  a  diferencia  del  
control  donde  solo  se  expresa  en   la  mitad  de   la  estructura.  Ésta  alteración  en  el  
territorio  de  expresión  de  ambos  transcritos,  podría  ser  el  motivo  por  el  cual  se  vio  
una  disminución  en   la   tasa  proliferativa  de   las  células  del  primordio.  Ensayos  de  
incorporación  de  BrdU  determinaron  que  solo  un  15%  de  las  células  del  primordio  
morfante  estaban  proliferando,  muy  por  debajo  del  30%  observado  en  el  primordio  
control.   Una   tendencia   similar   se   obtuvo   mediante   inmunofluorescencia   para  
Histona  H3  fosforilada.  Por  otro   lado,  considerando  que   la  expresión  de   fgf10  no  
presenta  diferencias  en  el   territorio  de  expresión  del  primordio  morfante  respecto  
al  control,   y  a  que  no  hay  un  problema  en  el  depósito  de   los  neuromastos  si  no  
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más  bien  en  la  periodicidad  con  la  cual  son  depositados,  se  puede  sugerir  que  el  
problema  está  en  la  mantención  adecuada  del  número  de  células  en  el  primordio  
migratorio.    
Además   de   la   disminución   de   proliferación   celular,   fuimos   capaces   de  
observar  que  el  primordio  morfante  presenta  células  en  apoptosis,  alcanzando  un  
menor   tamaño  desde  un   inicio  del  proceso  migratorio   (24  hpf).  De  esta   forma,   la  
falta  de  función  de  pelado  estaría  induciendo  la  muerte  de  las  células  que  forman  
el   primordio,   lo   que   explicaría   el  menor   número   de   células   que   lo   conforman   al  
inicio   de   su   migración.   Asimismo   y   dada   la   baja   cantidad   de   células   en  
proliferación,   el   primordio   no      sería   capaz   de   restituir   el   número   de   células  
adecuado  observado  en  condicion  control.  Dado  esto,  el  primordio  continuaría  su  
migración,   depositando   pro-­neuromastos   solo   cuando   se   ha   alcanzado   a   formar  
correctamente   la   roseta   en   su   interior   (Aman   et   al.,   2011).   En   el   primordio  
morfante   este   proceso   tomaría  más   tiempo,   lo   que   explicaría   la  mayor   distancia  
interneuromástica   respecto  a   los  embriones  control.  Además,  cabe  destacar  que  
todo  el  resto  del  proceso  se  mantiene  normal,  ya  que  cada  neuromasto  depositado  
es   inervado  por  el   axón  correspondiente,   confiriendo   funcionalidad  a  sus  células  
ciliadas   (observado   con   tinción   vital   DiAsp)   (Collazo   et   al.,   1994).   El   año   2011,  
Chen  y  colaboradores  observaron  que  el  knockdown  de   lbx2,  gen  involucrado  en  
la   migración   de   precursores   miogénicos   en   mamíferos,   aumentaba   la   muerte  
celular   del   primordio   (Chen   et   al.,   2011).   Haciendo   un   paralelo,   podríamos  
especular  que  pelado,  podría  estar   inhibiendo  directa  o   indirectamente   la  muerte  
celular,  favoreciendo  la  mantención  del  número  correcto  de  células  en  el  primordio  
y  de  esta  forma  la  correcta  formación  de  la  línea  lateral.    
   Por  otro  lado,  investigaciones  previas  (Ekker  &  Larson,  2001)  determinaron  que  
el   uso   de  morfolinos   puede   generar   efectos   inespecíficos,   ya   que   alrededor   del  
20%   de   estos,   gatilla   una   alta   muerte   neural   en   embriones   a   24   hpf.   Además,  
estos   embriones   presentan   defectos   cráneo-­faciales,   con      cabezas   y   ojos  
pequeños,   junto   con   anomalías   en   el   desarrollo   de   los   somitos   y   la   notocorda.  
Robu  y  cols,  (Robu  et  al.,  2007)  determinaron  que  estos  efectos  inespecíficos  no  
eran  atribuibles  a  la  falta  de  función  del  gen,  ya  que  no  estaban  presentes  en  los  
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embriones  provenientes  de  peces  que  presentaban  mutaciones  en  dichos  genes.  
Por  el  contrario,  ellos  determinaron  que  la  naturaleza  de  estas  malformaciones  era  
apoptótica   y   particularmente,   mediada   por   la   activación   de   p53.   Así,   tras   la  
coinyección  del  morfolino  en  estudio  más  el  de  p53,  determinaron  que  los  defectos  
cráneo  faciales  y  en  los  somitos  eran  revertidos.  De  esta  forma,  concluyen  que  los  
morfolinos,   de   forma   inespecífica   pueden   inducir   la   activación   de   p53,   y   así,   la  
muerte   celular.   Dado   que   nuestros   resultados   indicaron   el   aumento   de   muerte  
celular   a   24   hpf,   buscamos   determinar   si   esta   era   o   no   atribuible   a   la   falta   de  
función   de   pelado.   Tras   coinyectar   ambos   morfolinos   (pelado   y   p53),   se   pudo  
observar   la   restitución   del   fenotipo   control,   es   decir,   embriones   control   como  
morfantes,   desarrollaban   una   línea   lateral   normal.   De   esta   forma,   nuestros  
resultados   quedan   en   entredicho.   Por   una   parte,   esta   la   posibilidad   de   que   el  
fenotipo  observado  por  la  falta  de  función  de  pelado  mediante  la  microinyección  de  
morfolinos   sea   un   artefacto.   La   segunda   alternativa   sería   que   pelado,   vía   p53,  
module   la  muerte  celular.  Para  poder  dilucidar  cual  es   la  explicación  correcta,  es  
necesario   llevar   a   cabo   otras  metodologías   de   falta   de   función,   como   el   uso   de  
CRISPR/Cas9  (Barrangou,  2013;;  Shah  et  al.,  2015).  Es  importante  destacar,  que  
nuestro   fenotipo   no   presentaba   las   características   clásicas   asociadas   a   la  
activación   inespecífica   de   p53   (defectos   cráneo-­faciales,   malformación   en  
somitos),  lo  que  podría  dar  indicios  de  que  es  probable  que  p53  se  pueda  activar  
en  diferentes  grados.  Apoyando  esta  hipótesis,  esta  el  hecho  de  que  observamos  
alteración  en  la  proliferación  celular  en  ausencia  de  Pelado,  fenotipo  no  atribuible  
a   efectos   inespecíficos   de   los   morfolinos.   Finalmente,   y   en   el   caso   de   que    
efectivamente   los   resultados   observados   fueran   producto   del   uso   de   los  
morfolinos,  podría  postularse  el  uso  de   la   línea   lateral  para  determinarlos.  Como  
se   mencionó,   existe   un   fenotipo   característico   que   da   cuenta   de   efectos  
inespecíficos  de  morfolinos  (Ekker  &  Larson,  2001;;  Ekker  et  al.,    2007).  Es  posible  
que  éstos  sean  el   resultado  de  una  potente  activación  de  p53,  a  diferencia  de   lo  
que  ocurriría  cuando  la  activación  de  p53  es  menor.  En  este  caso,  no  se  verían  los  
defectos   cráneo-­faciales,   y/o   malformación   en   somitos   ,   pero   sí   lo   haría   la  
alteracion   en   la   formación   de   la   línea   lateral.   De   esta   forma,   el   monitoreo   del  
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correcto   desarrollo   de   la   línea   lateral   tras   la   microinyección   de   morfolinos,    
permitiría   detectar   efectos   inespecíficos   más   sutiles,   atribuibles   al   uso   de   esta  
técnica.  
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7.  CONCLUSIONES    
  
1.   pelado  es  un  transcrito  materno,  presente  de  forma  ubicua  desde   las  0hpf  
hasta   las   13,5hpf.   A   18   hpf,   la   expresión   se   restringe   a   cerebro   medio,  
posterior   y   tubo   neural   ventral.   A   36   hpf,   se   encuentra   en   el   cerebro   y   la  
notocorda.  
2.   La   falta   de   función   de   pelado   produce   una   disminución   en   el   número   de  
células  que  conforman  el  primordio  migratorio,  disminuye  la  proliferación  de  
las  células  del  primordio  a  30hpf  y  aumenta  la  muerte  celular  a  24  hpf.    
3.   La   falta   de   función   de   pelado,   altera   el   número   de   pro-­neuromastos  
depositados  en  la  línea  lateral  posterior  del  pez  cebra.      
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10.  ANEXOS  
  
  
10.1  Anexo  1  
  
  
  
Figura   18.  Control   negativo  del   patrón  de  expresión  de  pelado.  Mediante   hibridación   in   situ,  
utilizando  la  sonda  sentido  de  pelado,  se  determinó  la  ausencia  de  marca  positiva  para  los  estadios  
previamente  evaluados  mediante  la  sonda  antisentido.  n=30;;  N=3.  Escala:  200µm.    
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10.2  Anexo  2  
  
  
  
Figura  19.  Representación  esquemática  de  Figura  12.  A,  C,  E,  G  e  I,  corresponden  a  primordios  
control.  B,  D,  F,  H  y  J,  representan  el  primordio  morfante.  Es  posible  apreciar,  que  expresión  de  los  
receptores  de  quimioquinas,  cxcr4b  y   cxcr7b   y  el   efector  de   la   vía  de  Wnt,   lef-­1   se  mantiene  en  
ambas  condiciones.  La  expresión  de  dkk-­1  se  proyecta  hacia  el  borde  delantero,  y  fgf10  disminuye  
su  expresión  en  el  mismo  segmento.    
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